







































4. TIF-IAノックダウン誘導性のオートファジーは p53非存在下でも誘導される。 

































































 近年の研究により、RNAポリメラーゼ I (Pol I)依存的なリボソーマル RNA (rRNA)
合成の場である、核内構造体の核小体が、ストレス応答に関与することが明らかとなっ
た 9-13。様々な細胞内外からのストレスによって、核小体構造が破壊され、核小体スト
レスを引き起こす。この核小体崩壊によって、nucleophosmin (NPM), nucleostemin 
(NS), ribosomal protein (RP) S7 (RPS7), RPL5, RPL11, RPL23などの、核小体タンパ
ク質が核小体から細胞質へ局在を変化させる 11,14,15。これらの局在を変化させた核小体
タンパク質は、核内で癌抑制因子 p53の抑制因子である human double minute 2 
(HDM2)を抑制することで、p53のタンパク質の安定化と活性化を促進する 11,14,15。我々
は先行研究において、核小体タンパク質Myb-binding protein 1a (MYBBP1A)が核小体
崩壊時に p53の活性化を促進することを発見した 22。通常状態においてMYBBP1Aは










































ActD; actinomycin D 
ADR; adriamycin 
ATG5; autophagy-related 5 
Baf; bafilomycin A1 
BECN1; beclin 1 
EGFP; enhanced GFP 
LC3B; microtubule-associated protein 1 light chain 3B 
NCL; nucleolin 
NPM; nucleophosmin 
POLR1A; polymerase (RNA) I polypeptide A 
Pol I; RNA polymerase I 
rRNA; ribosomal RNA 

















human microtubule-associated protein 1 light chain 3B (LC3B)を安定発現させた細
胞株を作製した(MCF-7/EGFP-LC3B細胞)。私はMCF-7/EGFP-LC3B細胞に Pol I転




導のマーカーである EGFP-LC3Bのドット形成が誘導された(Figs. 1 and 2)。さらに
ADRがオートファジーを誘導するのかを評価するために、オートファジーのマーカー




 さらに私は、異なる Pol I転写阻害剤によってオートファジーが誘導されるかを調べ
るために、actinomycin D (ActD)を細胞に処理した。低濃度において Pol I特異的に阻
害することができる ActD35,36を、MCF-7/EGFP-LC3B細胞に 5μM処理した(Figs. 4 
and 5)。その結果、ADR処理時と同様に、ActD処理によって、核小体崩壊とEGFP-LC3B









 Pol I転写阻害剤である ADRと ActDは、DNAの二重構造に導入される阻害剤であ





と、Pol Iの酵素サブユニットである the polymerase (RNA) I polypeptide A 
(POLR1A)38に対する siRNAを作製した。TIF-IAに対する siRNAを細胞に処理する
ことにより、核小体崩壊とオートファジーの誘導が観察された(Figs. 7 and 8)。またこ
の時、核小体崩壊の指標である pre-rRNAの減少と p53のタンパク質量の増加が確認
された(Figs. 9 and 10)。さらに TIF-IAの siRNAを用いたノックダウンによって、
LC3B-Iから LC3B-IIへの転換が促進し、p62のタンパク質量が低下した(Fig. 11)。同
















と ATG5の siRNAを用いたノックダウンによって、TIF-IAの siRNAによって誘導さ
れた EGFP-LC3Bのドット形成は抑制された(Figs. 17 and 18)。しかし TIF-IAの













壊は抑制されなかった(Figs. 20 and 21)。また 3-MAは TIF-IAのノックダウンによっ
て誘導された LC3B-Iから LC3B-IIへの転換を抑制した(Fig. 22)。 























究における Pol I転写抑制によって誘導されるオートファジーが p53依存的に誘導され














が誘導された(Figs. 30 and 31)。また HeLa細胞のイムノブロッティングの結果から、
TIF-IAのノックダウンによる LC3-IIのタンパク質量の増加と、p62のタンパク質量の



















 初めに従来の報告通り 13,16,22、NPMが Pol I転写抑制時に核小体から局在を変化させ
るのかを確認した(Figs. 34 and 35)。次に NPMが TIF-IAのノックダウンによって誘
導されるオートファジーに関与するかを、免疫染色法を用いて評価した(Figs. 36 and 
37)。その結果、TIF-IAによって誘導される EGFP-LC3Bのドット形成は、NPMに対




























れなかった(Fig. 45: panels 1-8)。Bafilomycin A1とコントロール siRNA処理によって、
EGFP-LC3Bのドット形成が誘導された(Fig. 45: panel 10)。このドット形成は栄養飢
餓培地によって促進された(Fig. 45: panel 12)。同様な結果が NPMの siRNA処理を行
った細胞でも得られた。Bafilomycin A1とNPMの siRNA処理によって、EGFP-LC3B
のドット形成が誘導された(Fig. 45: panel 14)。さらにこのドット形成は栄養飢餓培地






















































































































Louis, MO, USA)で培養した。全ての培地には10% FBSとpenicillin–streptomycin 




Human LC3Bの全長のcDNAは、MCF-7のRNAを逆転写し、polymerase chain 
reaction (PCR)を行い増幅させたものを使用した。PCRの増幅に以下のプライマーを使
用した。 
Human LC3B forward, 5′-GGCGAATTCGATGCCGTCGGAGAAGACCTTC-3′ and 
reverse, 5′-GGCGTCGACTTACACTGACAATTTCATCCC-3′. 














全ての siRNAは Invitrogenで作成した。siRNAの配列は以下の通りである。 
human TIF-IA#1-siRNA sense: 5′-CGACACCGUGGUUUCUCAUGCCAAU-3′ and 
antisense: 5′-AUUGGCAUGAGAAACCACGGUGUCG-3′; human TIF-IA#2-siRNA 
sense: 5′-AGGAUGUCUGCUAUGUAGAUGGUAA-3′ and antisense, 
5′-UUACCAUCUACAUAGCAGACAUCCU-3′; human POLR1A#1-siRNA sense: 
5′-CCUAGGAGACCAGAUGUUUACUAAU-3′ and antisense: 
5′-AUUAGUAAACAUCUGGUCUCCUAGG-3′; human POLR1A#2-siRNA sense: 
5′-CAACAGCAAGUUGACUAUCACGUUU-3′ and antisense: 
5′-AAACGUGAUAGUCAACUUGCUGUUG-3′; human BECN1-siRNA sense: 
5′-CCACUCUGUGAGGAAUGCACAGAUA-3′ and antisense: 
5′-UAUCUGUGCAUUCCUCACAGAGUGG-3′; human ATG5-siRNA sense: 
5′-CAAAGAAGUUUGUCCUUCUGCUAUU-3′ and antisense: 
5′-AAUAGCAGAAGGACAAACUUCUUUG-3′; human p53#1-siRNA sense:       
5′- UUCCGUCCCAGUAGAUUACCACUGG-3′ and antisense: 
5′- CCAGUGGUAAUCUACUGGGACGGAA-3′; human p53#2-siRNA sense: 
5′- GCUUCGAGAUGUUCCGAGAGCUGAA-3′ and antisense: 
5′- UUCAGCUCUCGGAACAUCUCGAAGC-3′; human NPM1#1-siRNA sense: 
5′-GAUGACUGACCAAGAGGCUAUUCAA-3′ and antisense: 
5′-UUGAAUAGCCUCUUGGUCAGUCAUC-3′ and human NPM1#2-siRNA sense: 
5′-UGUAUGGAAUGUUAUGAUAGGACAU-3′ and antisense: 
5′-AUGUCCUAUCAUAACAUUCCAUACA-3′.  





International (Woburn, MA, USA)で購入した(598, PM045, PM017, M153-3、 
PM036)。anti-β-actinと anti-p53抗体は Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA, 






スライドチャンバーで培養された細胞を、phosphate-buffered saline (PBS; 140 mM 
NaCl, 2.7 mM KCl, 1.5 mM KH2PO4 and 8.1 mM Na2HPO4)で洗浄し、4% 
paraformaldehyde phosphate buffer solution (Wako Pure Chemical, Osaka, Japan)
で 10分間固定した。PBSで 2回洗浄したのち、PBS で希釈した 0.1% Triton X-100
で透過処理を行い、containing 1% bovine serum albuminと 10% foetal bovine serum
を含む 0.1% Triton X-100でブロッキングを行った。MCF-7/EGFP-LC3B細胞は
anti-GFP、anti-NCL、または anti-NPM抗体と共に、HeLa細胞は anti-LC3、 anti-NCL
または anti-NPM抗体と共に、4℃で 6時間培養した。0.1% Triton X-100で洗浄後、
二次抗体として Alexa Fluor 488- and 594-conjugated secondary antibodies 
(Invitrogen)を用いて、一時間培養した。その後、Vectashield (Vector Laboratories, 
Burlingame, CA, USA)を添加し、カバーガラスで封入した。免疫染色のシグナルは







移した。3% skim milkを含むTBS-T buffer [20 mM Tris–HCl (pH 7.5), 150 mM NaCl, 
and 0.05% Tween20]でメンブレンを30分間ブロッキングした後、メンブレンに一時抗
体と共に4℃で一晩培養した。TBS-T bufferで3回洗浄した後、horseradish peroxidase
結合二次抗体と90分間培養した。バンドはChemi-Lumi One (Nacalai tesque) と
Immobilon Western blotting detection kit (Millipore)を用いて検出した。ストリッピ
ングにはWB stripping solution (Nacalai tesque)を用いた。 
 
電子顕微鏡 
MCF-7細胞を2% glutaraldehydeを含む0.1 M phosphate bufferを用いて、4℃で前固
20 
 
定した。0.1 M phosphate bufferで細胞を洗浄後、2% osmium tetraoxideを用いて、3
時間後固定した。固定した細胞をエタノールで脱水し、エポキシ樹脂に包埋した。超薄




RNAを培養細胞からSepasol RNA I Super reagent (Nacalai tesque, Kyoto, Japan)を
用いて回収し、PrimeScript RT-PCR kit (TaKaRa, Shiga, Japan)を用いて逆転写した。  
RT–qPCR はThermal Cycler Dice Real Time System (TaKaRa)とPlatinum SYBR 
Green qPCR SuperMix (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA)を用いて行った。PCRの増幅
のため、以下のプライマーを使用した。 
human β-actin:  
5′- CCAACCGCGAGAAGATGA -3′ and 5′-CCAGAGGCGTACAGGGATAG -3′ 
pre-rRNA: 













1 Kroemer, G., Marino, G. & Levine, B. Autophagy and the integrated stress 
response. Mol. Cell 40, 280-293 (2010). 
2 Hurley, J. H. & Schulman, B. A. Atomistic autophagy: the structures of 
cellular self-digestion. Cell 157, 300-311 (2014). 
3 Mizushima, N. & Komatsu, M. Autophagy: renovation of cells and tissues. 
Cell 147, 728-741 (2011). 
4 Mehrpour, M., Esclatine, A., Beau, I. & Codogno, P. Overview of 
macroautophagy regulation in mammalian cells. Cell Res. 20, 748-762 
(2010). 
5 He, C. & Klionsky, D. J. Regulation mechanisms and signaling pathways of 
autophagy. Annu. Rev. Genet. 43, 67-93 (2009). 
6 Manjithaya, R., Nazarko, T. Y., Farre, J. C. & Subramani, S. Molecular 
mechanism and physiological role of pexophagy. FEBS Lett. 584, 1367-1373 
(2010). 
7 Hughson, L. R., Poon, V. I., Spowart, J. E. & Lum, J. J. Implications of 
therapy-induced selective autophagy on tumor metabolism and survival. 
Int.J. C. Biol. 2012, 872091 (2012). 
8 Tsukada, M. & Ohsumi, Y. Isofation and charactzation of 
autophagy-defective mutants of Sacharomyces cerevisiae. FEBS Lett. 333, 
169-174 (1993). 
9 Boisvert, F. M., van Koningsbruggen, S., Navascues, J. & Lamond, A. I. The 
multifunctional nucleolus. Nat. Rev. Mol. Cell Biol. 8, 574-585 (2007). 
10 Boulon, S., Westman, B. J., Hutten, S., Boisvert, F. M. & Lamond, A. I. The 
22 
 
nucleolus under stress. Mol. Cell 40, 216-227 (2010). 
11 Manfredi, J. J. The Mdm2-p53 relationship evolves: Mdm2 swings both ways 
as an oncogene and a tumor suppressor. Genes Dev. 24, 1580-1589 (2010). 
12 Rubbi, C. P. & Milner, J. Disruption of the nucleolus mediates stabilization of 
p53 in response to DNA damage and other stresses. EMBO J. 22, 6068-6077 
(2003). 
13 Yuan, X. et al. Genetic inactivation of the transcription factor TIF-IA leads to 
nucleolar disruption, cell cycle arrest, and p53-mediated apoptosis. Mol. Cell 
19, 77-87 (2005). 
14 Kurki, S. et al. Nucleolar protein NPM interacts with HDM2 and protects 
tumor suppressor protein p53 from HDM2-mediated degradation. Cancer 
Cell 5, 465-475 (2004). 
15 Zhou, X., Liao, J. M., Liao, W. J. & Lu, H. Scission of the p53-MDM2 Loop by 
Ribosomal Proteins. Genes Cancer 3, 298-310 (2012). 
16 Kuroda, T. et al. RNA content in the nucleolus alters p53 acetylation via 
MYBBP1A. EMBO J. 30, 1054-1066 (2011). 
17 Rouschop, K. M. et al. The unfolded protein response protects human tumor 
cells during hypoxia through regulation of the autophagy genes MAP1LC3B 
and ATG5. J. Clin. Invest. 120, 127-141 (2010). 
18 Chen, L. H. et al. Targeting Protective Autophagy Exacerbates UV-Triggered 
Apoptotic Cell Death. Int. J. Mol. Sci. 13, 1209-1224 (2012). 
19 Kobayashi, S., Volden, P., Timm, D., Mao, K., Xu, X. & Liang, Q. 
Transcription factor GATA4 inhibits doxorubicin-induced autophagy and 
cardiomyocyte death. J. Biol. Chem. 285, 793-804 (2010). 
23 
 
20 Zhao, J. et al. Interferon-alpha suppresses invasion and enhances 
cisplatin-mediated apoptosis and autophagy in human osteosarcoma cells. 
Oncol. Lett. 7, 827-833 (2014). 
21 Yang, Y., Xing, D., Zhou, F. & Chen, Q. Mitochondrial autophagy protects 
against heat shock-induced apoptosis through reducing cytosolic cytochrome 
c release and downstream caspase-3 activation. Biochem. Biophys. Res. 
Commu. 395, 190-195 (2010). 
22 Kreiner, G. et al. A neuroprotective phase precedes striatal degeneration 
upon nucleolar stress. Cell Death Differ. 20, 1455-1464 (2013). 
23 Parlato, R. & Liss, B. How Parkinson's disease meets nucleolar stress. 
Biochim. Biophys. Acta 1842, 791-797 (2014). 
24 Rieker, C. et al. Nucleolar disruption in dopaminergic neurons leads to 
oxidative damage and parkinsonism through repression of mammalian 
target of rapamycin signaling. J. Neurosci. 31, 453-460 (2011). 
25 Healy-Stoffel, M., Ahmad, S. O., Stanford, J. A. & Levant, B. Altered 
nucleolar morphology in substantia nigra dopamine neurons following 
6-hydroxydopamine lesion in rats. Neurosci. Lett. 546, 26-30 (2013). 
26 Schneider, J. L. & Cuervo, A. M. Autophagy and human disease: emerging 
themes. Curr. Opin. Genet. Dev. 26C, 16-23 (2014). 
27 Levine, B. & Kroemer, G. Autophagy in the pathogenesis of disease. Cell 132, 
27-42 (2008). 
28 Quin, J. E. et al. Targeting the nucleolus for cancer intervention. Biochim. 
Biophys. Acta 1842, 802-816 (2014). 
29 Derenzini, M., Montanaro, L. & Trere, D. What the nucleolus says to a 
24 
 
tumour pathologist. Histopathology 54, 753-762 (2009). 
30 Uemura, M. et al. Overexpression of ribosomal RNA in prostate cancer is 
common but not linked to rDNA promoter hypomethylation. Oncogene 31 
(2012). 
31 Choi, K. S. Autophagy and cancer. Exp. Mol. Med. 44, 109-120 (2012). 
32 Yang, Z. J., Chee, C. E., Huang, S. & Sinicrope, F. A. The role of autophagy in 
cancer: therapeutic implications. Mol. Cancer Ther. 10, 1533-1541 (2011). 
33 Cheong, H., Lu, C., Lindsten, T. & Thompson, C. B. Therapeutic targets in 
cancer cell metabolism and autophagy. Nat. Biotechnol. 30, 671-678 (2012). 
34 Dimitrakis, P., Romay-Ogando, M. I., Timolati, F., Suter, T. M. & Zuppinger, 
C. Effects of doxorubicin cancer therapy on autophagy and the 
ubiquitin-proteasome system in long-term cultured adult rat cardiomyocytes. 
Cell Tissue Res. 350, 361-372 (2012). 
35 Drygin, D., Rice, W. G. & Grummt, I. The RNA polymerase I transcription 
machinery: an emerging target for the treatment of cancer. Annu. Rev. 
Pharmacol. Toxicol. 50, 131-156 (2010). 
36 Jordan, P., Mannervik, M., Tora, L. & Carmo-Fonseca, M. In vivo evidence 
that TATA-binding protein/SL1 colocalizes with UBF and RNA polymerase I 
when rRNA synthesis is either active or inactive. J. Cell Biol. 133, 225-234 
(1996). 
37 Grummt, I. Life on a planet of its own: regulation of RNA polymerase I 
transcription in the nucleolus. Genes Dev. 17, 1691-1702 (2003). 
38 Donati, G. et al. Selective inhibition of rRNA transcription downregulates 
E2F-1: a new p53-independent mechanism linking cell growth to cell 
25 
 
proliferation. J. Cell Sci. 124, 3017-3028 (2011). 
39 Mizushima, N., Yoshimori, T. & Levine, B. Methods in mammalian 
autophagy research. Cell 140, 313-326 (2010). 
40 DeFilippis, R. A., Goodwin, E. C., Wu, L. & DiMaio, D. Endogenous Human 
Papillomavirus E6 and E7 Proteins Differentially Regulate Proliferation, 
Senescence, and Apoptosis in HeLa Cervical Carcinoma Cells. J. Virol. 77, 
1551-1563 (2003). 
41 Hoppe-Seyler, F. & Butz, K. Repression of endogenous p53 transactivation 
function in HeLa cervical carcinoma cells by human papillomavirus type 16 
E6, human mdm-2, and mutant p53. J. Virol. 67, 3111-3117 (1993). 
42 Andersen, J. S. et al. Nucleolar proteome dynamics. Nature 433, 77-83 
(2005). 
43 Grisendi, S., Mecucci, C., Falini, B. & Pandolfi, P. P. Nucleophosmin and 
cancer. Nat. Rev. Cancer 6, 493-505 (2006). 
44 Okuwaki, M. The structure and functions of NPM1/Nucleophsmin/B23, a 
multifunctional nucleolar acidic protein. J. Biochem. 143, 441-448 (2008). 
45 Murano, K., Okuwaki, M., Hisaoka, M. & Nagata, K. Transcription 
regulation of the rRNA gene by a multifunctional nucleolar protein, 
B23/nucleophosmin, through its histone chaperone activity. Mol. Cell. Biol. 
28, 3114-3126 (2008). 
46 Amin, M. A., Matsunaga, S., Uchiyama, S. & Fukui, K. Nucleophosmin is 
required for chromosome congression, proper mitotic spindle formation, and 




47 Colombo, E., Marine, J. C., Danovi, D., Falini, B. & Pelicci, P. G. 
Nucleophosmin regulates the stability and transcriptional activity of p53. 
Nat. Cell Biol. 4, 529-533 (2002). 
48 Ding, W. X. et al. Differential effects of endoplasmic reticulum stress-induced 
autophagy on cell survival. J. Biol. Chem. 282, 4702-4710 (2007). 
51 Watanabe-Asano, T., Kuma, A. & Mizushima, N. Cycloheximide inhibits 
starvation-induced autophagy through mTORC1 activation. Biochem. 
Bbiophys. Res. Commun. 445, 334-339 (2014). 
52 Hara, T. et al. Suppression of basal autophagy in neural cells causes 
neurodegenerative disease in mice. Nature 441, 885-889 (2006). 
53 Komatsu, M. et al. Loss of autophagy in the central nervous system causes 
neurodegeneration in mice. Nature 441, 880-884 (2006). 
54 Marquez-Lona, E. M., Tan, Z. & Schreiber, S. S. Nucleolar stress 
characterized by downregulation of nucleophosmin: a novel cause of 
neuronal degeneration. Biochem. Biophys. Res. Commun. 417, 514-520 
(2012). 
55 Colombo, E., Alcalay, M. & Pelicci, P. G. Nucleophosmin and its complex 
network: a possible therapeutic target in hematological diseases. Oncogene 
30, 2595-2609 (2011). 
56 Lim, M. J. & Wang, X. W. Nucleophosmin and human cancer. Cancer Detect. 
Prev. 30, 481-490 (2006). 
57 White, E. & DiPaola, R. S. The double-edged sword of autophagy modulation 









































































































































Histogram of Figure 1
Figure 2 Pol I転写阻害剤ADRはEGFP-LC3Bのドット形成を誘導する










































































































































Histogram of Figure 4
Figure 5 Pol I転写阻害剤ActDはEGFP-LC3Bのドット形成を誘導する





































































Figure 7 Pol I転写必須因子TIF-IAのノックダウンは、核小体崩壊とEGFP-LC3Bのドッ
ト形成を誘導する













































































Histogram of Figure 7
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Figure 10 Pol I転写必須因子TIF-IAのノックダウンはp53のタンパク質の蓄積を促進する
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Figure 11 Pol I転写必須因子TIF-IAのノックダウンにより、LC3B-IからLC3B-IIへの転換
と、p62の減少が誘導される

























































Figure 12 Pol I転写必須因子POLR1Aのノックダウンは、核小体崩壊とEGFP-LC3Bの
ドット形成を誘導する













































































Histogram of Figure 12
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Figure 15 Pol I転写必須因子POLR1Aのノックダウンはp53のタンパク質の蓄積を促進す
る
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Figure 16 Pol I転写必須因子POLR1Aのノックダウンにより、LC3B-IからLC3B-IIへの転
換と、p62の減少が誘導される
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Histogram of Figure 23
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MCF-7/EGFP-LC3B細胞を通常培地 (Cont.; panels 1, 3, 5 and 7)にbafilomycin A1を加え
ない条件 (panels 1 and 5) と加える条件 (Baf; panels 3 and 7)、もしくは栄養飢餓培地
(HBSS; panels 2, 4, 6 and 8)にbafilomycin A1を加えない条件 (panels 2 and 6)と加える





































































































































































































































細胞を通常培地 (Cont.; panels 1, 3, 5, 7, 9, 11, 13 and 15)にbafilomycin A1を加えない条
件 (panels 1, 5, 9 and 13)と加える条件 (Baf; panels 3, 7, 11 and 15)、または栄養飢餓培
地 (HBSS; panels 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14 and 16) にbafilomycin A1を加えない条件 (panels
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Figure 47 NPMのノックダウンは、栄養飢餓により誘導されるLC3B-IからLC3B-IIへの転
換を抑制しない
MCF-7/EGFP-LC3B細胞を表記のsiRNAの組み合わせで、60時間処理した。siRNA処理後、
表記の培養条件で2時間培養した。細胞抽出液を調整し、イムノブロッティングにより解析
した。LC3Bの検出にGFP抗体を用いた。
Figure 48
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Figure 48 核小体崩壊誘導性オートファジーモデル
